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Resumo:

O glaucoma é a primeira causa de cegueira irreversivel no mundo. Sua principal
caracteristica € a degeneracéo das células ganglionares da retina, causada por um
aumento da presséao intra-ocular levando a perda de campo visual. Pode ser uma
doenca adquirida ou congénita, podendo seguir varios padrdes de heranca genética.
A enzima butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) € produzida pelo figado,
amplamente distribuida no organismo e cuja funcéo fisiolégica e substrato natural
permanecem desconhecidos. Codificada pelo gene BCHE, localizado no braco longo

do cromossomo 3 (3(g26.1-g26.2) possui varias formas, dentre elas a banda Cs, que
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pode apresentar variacdo genética devido ao loco CHE2, que apresenta os alelos
CHE2 Cs" e CHE2 Cs responsaveis pela presenca ou auséncia desse complexo.
Em 1967, Juul verificou uma alta freqiéncia da banda Cs em pacientes com
glaucoma. O presente trabalho visou verificar e estimar a frequéncia da banda Cs em
pacientes com glaucoma a fim de se correlacionar a freqtiéncia do fenétipo CHE2
Cs' com o aparecimento da doenca. Dentre os 16 pacientes analisados 31%
apresentaram o fenétipo com CHE2 Cs', freqiiéncia bem superior a encontrada na
populacdo normal (10,3%), 0 que sugere uma associacdo positiva entre a
predisposicdo a doenca e a presenca do complexo Cs.

Descritores: Butirilcolinesterase, loco CHE2, banda Cs, glaucoma,

Abstract

The glaucoma is the first disease causing irreversible blindness in the world. Its main
feature, the degeneration of retinal ganglion cells caused by an increased intraocular
pressure leading to loss of visual field. It may be an acquiredr congenital or disease.
May follow different patterns of inheritance. The butyrylcholinesterase enzyme
(BChE, EC 3.1.1.8) is produced by the liver, is widely distributed in the organism and
whose natural substrate and physiological function remain elusive. Encoded by the
BCHE gene, located on the long arm of chromosome 3 (3926.1-g26.2), it has several
forms, one of the band Cs, may have genetic variation due to the variability of the
CHE2 locus located on chromosome 2g33-35, which presents alleles CHE2 Cs* and
CHE2 Cs responsible for the presence or absence of this complex. In 1967, Jull
found a high frequency of Cs band in patients with glaucoma. Therefore, this study
aimed to investigate and estimate the presence of the Cs band in patients with
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glaucoma in order to correlate the frequency of Cs* phenotype CHE2 with the onset
of the disease. Among the analysis patient 31% presented the phenotype with CHE2
Cs" well above the frequency found in the normal population (10.3%), suggesting a
positive association between the predisposition to the disease and the presence of
complex Cs,
Descriptors: Butyrylcholinesterase, Loco CHE2, Cs Band, Glaucoma.
Introducéo

O glaucoma é uma doenca insidiosa sendo responsavel pela segunda maior
causa de cegueira (sendo a primeira a catarata) e a primeira causa de cegueira

irreversivel no mundo 12345678

. Essa doenca tem como principal caracteristica a
degeneracdo das células ganglionares da retina, causada geralmente por um
aumento da PIO (pressao intra-ocultar), ocasionando perda de campo visual
42678910 por ser assintomatica, a busca ao auxilio médico tende a ser tardia e
guando ocorre, na maioria das vezes, a perda do campo visual pode ser
significativa. Uma vez que o servico médico oftalmolégico no pais além de ser
precario ndo é visto como rotina, acarretara dificuldade e demora na deteccédo da
doenca °. Entretanto, a importancia de um diagnéstico precoce é justamente para
gue nao haja essa perda de visdo que gerara dificuldades e diminuicdo da qualidade
de vida de quem desenvolver o glaucoma *%°7%9,

Sao considerados fatores de risco associados ao glaucoma, além do aumento
da PIO (que deve estar sempre entre 13 mmHg e 18 mmHg), idade (por volta dos
40), historico familiar (quem o possui tem de 3 a 9 vezes mais chances de
desenvolver a doenca) e etnia (afro-descendentes e asiaticos possuem de duas a

quatro vezes mais predisposicdo). HAS (hipertensdo arterial sistémica), DM
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(Diabetes Mellitus), Miopia e espessura corneana (espessuras normal € de
aproximadamente 545 micras, espessuras mais grossas ou mais finas induzem a
erros na medida da pressdo) também sdo fatores associados, porém ainda

controversos 12491011

. Por estar presente com maior incidéncia em pessoas de
idade avancada, levando em consideracdo que a idade média da populacdo tem
aumentado, estima-se que podera ocorrer um aumento de glaucomatosos nos
préximos anos. Portanto, se ndo houver uma forma de diagnéstico precoce, a
ocorréncia de cegueira aumentara significativamente *.

Atualmente o diagnodstico é feito a partir da medida da PIO através do
tondmetro de sopro ou de aplanacéo, o qual refere valores normalmente parecidos
ou muito préximos em ambos os olhos. A partir de 21 mmHg considera-se caso de
suspeita de glaucoma, sendo necessario demais exames para correlacao clinica e

confirmacéo de suspeita ***

, como por exemplo, exames para avaliar as vias de
drenagem ocular (Gonioscopia), verificar diminuicdo de sensibilidade ou perda de
campo visual (Campimetria Visual) e exames que avaliardo a degenerac¢do do nervo
optico (Biomicroscopia de Fundo, Oftalmoscopia, Estéreo Foto de Papila e
Tomografia de coeréncia Optica — OCT), que servirdo para correto diagnéstico e
definicdo de tratamento .

O tratamento é realizado com intuito de estacionar as lesdes glaucomatosas
ou impedir que novas aparecam. Sao utilizados medicamentos, geralmente de forma
monoterapica, para manter a pressdo-alvo (aproximadamente 18mmHg, conforme

estagio da doenca e idade do paciente). Dependendo do grau da lesdo ou da

ineficacia do tratamento, podem ser realizadas cirurgias como a trabeculoplastia,
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que visa diminuir a resisténcia da saida do humor aquoso através da aplicacédo de
laser na malha trabecular ****,

A Organizacdo Mundial do Genoma Humano propos a sigla GLC (glaucoma)
aos genes associados ao glaucoma. Os numeros 1, 2 e 3 que vém apds a sigla
representam, respectivamente, glaucoma de angulo aberto, glaucoma de angulo
fechado e glaucoma congénito. As letras A, B, C, indicam o primeiro e 0s
subsequentes locus identificados para determinado tipo de glaucoma. Sendo assim,
0 primeiro locus identificado em associacdo com o GPAA (Glaucoma Primario de
Angulo Aberto) recebeu o nome de GLCI1A, ja o primeiro locus relacionado ao
glaucoma congénito foi denominado GLC3A *%.

O glaucoma pode ser uma doenca adquirida ou congénita (1 a cada 10.000).
Benedict (1842) foi quem sugeriu pela primeira vez a idéia de hereditariedade ligada
ao glaucoma, através da observacdo de familias com a doenca. Desde entéo
surgiram novos estudos sobre as relacdes de hereditariedade e suas complicacfes
glaucomatosas que podem obedecer aos padroes mendelianos autossémicos
recessivos (Glaucoma de Angulo Aberto) ou autossémicos dominantes (Glaucoma

913 "noligénicos e/ou multifatoriais °. Esta é uma doenca que mesmo

Congenito)
guem possui 0 gene pode nao te-lo expresso e por conseqiéncia ndo desenvolver o
glaucoma, ou seja, sua penetrancia é reduzida *°.

O primeiro locus relacionado ao GPAA, o GLC1A, foi descoberto em 1993.
Desde entdo 13 regides do genoma foram associados e denominados GLCI1A,
GLC1B, até GLC1M ?, dentre esses 13 loci, 3 genes foram identificados, sendo eles
TIGR/MYOC (Trabecular Meshwork-Induced Glucocorticoid Response Gene/

Myocilin Gene — GLC1A) descrito em 1997 por Stone et al localizado no
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cromossomo 1g21-g31, OPTN (“Optineurin” Optic Neuropathy Induce Protein —
GLC1E) identificado em 2002 por Rezaie et al. localizado no cromossomo 10p14-
pl5 e WDR36 (“WD40-repeat 36”- GCL1G), localizado no cromossomo 5q22.1
identificado por Monemi et al. em 2005 *°°.

Juul em 1967 estudando um método para a separacdo e quantificacdo das
isoenzimas das colinesterases no soro humano, observou uma frequéncia
aumentada de uma banda chamada de Cs da isoenzima da buritilcolinesterase
humana, descrita por Harris em 1962, a qual esteve presente em 5 pacientes dos 7
estudados com glaucoma, sugerindo entdo uma maior prevaléncia dessa isoenzima
em pacientes com diagndstico de glaucoma.

A enzima butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8), também chamada de
colinesterase do soro, pseudocolinesterase, colinesterase nédo especifica e
colinesterase do tipo S € uma enzima sérica, produzida pelo figado, amplamente
distribuida no organismo e cuja funcao fisiolégica e substrato natural permanecem

ainda desconhecidos ***>%%

. Entretanto, a BChE ja foi associada a conducao
nervosa lenta, metabolismo de lipideos e xenobioticos e a hidrélise de ésteres de
colina *°.

A BChE possui 574 aminoacidos, pode ser encontrada no sangue humano em
varias formas moleculares: monémero, dimero, trimero e tetramero, ou ainda,
compor formas heterélogas, nas quais esta associada com outras substancias como
a albumina, a Alfa-2-macroglobulina e outras ainda ndo identificadas. Através de
eletroforese de gel de poliacrilamida até 12 bandas com atividade de BChE podem

ser vistas 18,

mCadernos da Escola de Saude, Curitiba, 8: 114-129
ISSN 1984-7041



*
N-IB F\CULDADES
IL ‘ INTEGRADAS
Grupo Educacional

DO BRASIL
Cadernos da Escola de Saude

E codificada pelo gene BCHE, localizado no braco longo do cromossomo 3
(3026.1-g26.2) >'%%21 E formada por 4 exons (2.416 pb) e 3 introns totalizando
64.558 pb, possui 2.445 pb dos quais 1.722 pb (pares de base) que séo codificantes
para a enzima madura, 723 pb nédo codificantes da enzima madura estao presentes
no exon 1, parte inicial do exon 2 e parte final do exon 4. O exon 1 possui 149 pb,
1525 pb fazem parte do exon 2 das quais 83% séo codificantes da enzima madura e
contém a extremidade N-terminal da proteina além do primeiro cédon que codifica o
peptideo maduro. O exon 3 contém 167 pb também codificantes para a enzima e o
exon 4 com 604 pb codifica a extremidade C-terminal da proteina. Ja os introns 1,2 e

3 possuem respectivamente 6272 pb, 56512pb e 12638 pb (Figura 1) *°.

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4
149 pb 1525 pb 167 pb 604 pb

Figura 1.: Representacdo do gene BCHE com 0s quatro exons e seus respectivos
pares de bases. A regido hachurada corresponde a sequéncia que codifica a
proteina madura.

A BChE pode apresentar variacdo genética devido a variabilidade do loco
CHEZ2 localizado na regido cromossdmica 2g33-35, que codifica uma proteina, ainda

desconhecida, responsavel pela formacdo do complexo Cs **

, Cuja presenca ou
auséncia é detectada em eletroforese. O loco CHE2 apresenta os alelos CHE2 Cs* e
CHE2 Cs responsaveis respectivamente, pela presenca e pela auséncia desse

complexo, sendo que o alelo CHE2 Cs' determina aumento de cerca de 25% na
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atividade da BChE ?* . Atualmente, acredita-se que essa proteina desconhecida

venha a ser peptideos de uma proteina chamada lamelipodina %>,

A lamelipodina (Lpd) é uma proteina pertencente a familia das proteinas MRL
(proteinas responsaveis por serem adaptadoras de sinais para modular a actina do
citoesqueleto), * e é constituida por polipeptideos de prolina em sua regido C-
terminal. Acredita-se que o complexo Cs seja formado por Lpd mutada a qual ndo é
clivada por protease na regido N e C terminal correta, formando assim uma estrutura
maior que da lamelipodina encontrada no complexo C4, ou seja, havendo essa
formacdo de lamelipodina truncada, ha o complexo Cs. O gene responsavel pela
formagdo da proteina desconhecida que forma o complexo Cs esta localizado na
mesma regido no cromossomo 2 (q33) que o gene da Lpd * (RAPH1 gene
responsavel por codificar a lamelipodina humana descrito por Nagase et al em

2000).

Tendo em vista os resultados descritos por Juul, o presente trabalho visou
verificar e estimar a presenca da banda Cs em pacientes com glaucoma a fim de se

correlacionar a freqiiéncia do feno6tipo CHE2 Cs* com o aparecimento da doenca.

Materiais e Métodos

O presente trabalho foi aprovado pelo CEP (Comité de Etica e Pesquisa) das
Faculdades Integradas do Brasil - Unibrasil sob parecer de n° 045/2010.

Foram selecionados 16 dos 131 pacientes com glaucoma, independente do

tipo, conforme andlise de prontuéario, disposicdo do paciente em colaborar com a
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pesquisa, ceder amostra sanguinea e responder a questionario préprio, além de
assinar o Termo de Consentimento Livre de Esclarecimento (TCLE).

Foram coletadas 10 mL de amostras sanguineas de pacientes com glaucoma
da cidade de Curitiba no Instituto de Oftalmologia de Curitiba. As amostras foram
separadas em tubos com EDTA e tubo sem anticoagulantes, centrifugadas por 10
minutos a 3000 rpm. Foi separado soro em tubos do tipo eppendorf e congelados
para analise de fenotipagem do loco CHEZ2.

Foi realizada eletroforese em gel de agar para fenotipagem do loco CHE2,
segundo técnica desenvolvida por ROBINSON et al (1957) e modificada por VAN
ROS E VERVOORT (1973). Adaptacdes subsequentes foram introduzidas por
FADEL PICHETH (1991) e SOUZA (1995).

O gel de agar foi preparado com uma solucdo de Bacto agar (Difco) a 1,4%
p/v em tampao citrato de sodio, pH 6,37 (solucdo estoque de tampao citrato de sédio
50 mM, pH 6,7; pH ajustado com &acido citrico 1,56 M). Essa solucéo foi aquecida
por cerca de vinte minutos ou até que o agar fosse totalmente dissolvido. Apos o
aguecimento, a solucéo foi vertida sobre uma placa de vidro de 230 x 160 mm. O gel
foi resfriado completamente e entdo colocado na geladeira e mantido em repouso
por pelo menos 12 horas a fim de diminuir o efeito da eletroendosmose. Apds esse
periodo de repouso, as amostras de plasma foram aplicadas no gel através da
extremidade de uma lamina de metal (5 x 5 x 0,1 mm) onde foram colocados 2
microlitros de plasma ou soro sem EDTA. A placa contendo as amostras foi entao
submetida a eletroforese com tampéao citrato pH 6,75 por quatro horas e meia ( a
150 V; 35 mA e 5 W) Apéds a corrida eletroforética foi despejado sobre a placa o
cromégeno-substrato, preparado imediatamente antes do uso. A solucdo
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cromégeno-substrato foi preparada utilizando-se Fast Red TR Salt (SIGMA F-2768)
a 0,1 p/v em tampéo fosfato de sodio pH 7,1 (670 mL de Na;HPO,4, 0,2 M e 330 mL
de Na;HPO4, 0,2 M) e solucao de Alfa—naftilacetato 30 mM, (2,5%v/v). A placa com
o cromdgeno-substrato foi lavada com dgua para retirar o excesso de corante. O gel
entdo foi colocado em uma folha de papel filtro, prensado entre duas placas de vidro

e levado a estufa a 37°C durante 2 dias para completa secagem.

Resultados e Discussodes

Foi realizado levantamento de dados de 131 prontuarios de pacientes com
diagnostico de glaucoma independente do tipo que compareceram ao Instituto de
Oftalmologia de Curitiba — 10C (clinica de Curitiba que cedeu espaco para a
pesquisa), de janeiro de 2010 a marco de 2011. A idade média encontrada foi de 50
anos, porém na literatura encontra-se idade media para portadores de glaucoma por
volta de 40 anos ***91%1 No presente estudo havia individuos glaucomatosos com
idade entre 18 a 89 anos. Desse total observou-se que 48% dos pacientes
pertencem ao género feminino e 52% ao género masculino, ou seja, ndo ha
prevaléncia conforme o sexo, observacdo a qual ndo foi encontrada nas literaturas
consultadas.

Dos 16 pacientes que cederam amostras sanguineas para fenotipagem da
BChE, apenas um possui glaucoma de angulo fechado, os demais possuem
glaucoma de angulo aberto o qual tem maior prevaléncia dentre a populacdo de
glaucomatosos no mundo ?'° | ndo havendo amostras de pacientes com glaucoma
congénito. Estes pacientes até o0 momento estdo com quadro clinico controlado e
sem perda visual significativa.
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Do total de prontudrios analisados, apenas 16 pacientes cederam amostras
para fenotipagem da BChE. Deste total, 5 apresentaram a banda Cs, ou seja, 31%
dos individuos foram compativeis com o fenétipo CHE2Cs" (Figura 2). Chautard-
Freire- Maia et al. (1991) encontraram uma freqiéncia de 10,3% do fenétipo em
estudos com a populacdo normal de Curitiba (sem a doencga), mostrando que entre
os pacientes com glaucoma ha uma maior frequéncia do fenétipo CHE2 Cs',
indicando uma possivel correlacdo entre a banda Cs e o aparecimento da doenca

(X? = 7,45; p = 0,0063).

e o eae
gEls 13 10 09 08 07 06 CN

Figura 2: CP: Controle Positivo; 15,13,10,09,08,07,06: amostras aplicadas e CN:

Controle Negativo.

Conforme analise feita com um numero pequeno de amostras assim como
Jull em 1967 que encontrou 5 dos 7 pacientes analisados, obtivemos resultado
semelhante, uma maior frequiéncia do fenotipo CHE2 em paciente com glaucoma,
porém este € o primeiro estudo especifico sobre o a correlacdo de aumento da

banda Cs em pacientes com glaucoma.

Para se ter uma certeza da influéncia da banda Cs, e possivelmente da
lamelipodina sobre o glaucoma um maior numero de glaucomatosos deve ser

analisado.
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